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Vorrichtung fiir Totale Interne Reflexions-Mikroskopie 
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Vorrichtung zur Totalen Internen Reflexions- 
Mikroskopie gemaB dem Oberbegriff von Anspruch 1 bzw. 16. 

Das Prinzip der totalen internen Reflexion (TIR), welches einen Lichtstrahl ab einem 
bestimmten Einfallswinkel am Austritt aus einem optisch dichteren in ein optisch diinneres 
Medium hindert, wird in zunehmendem MaBe in der Auflicht-Fluoreszenzmikroskopie genutzt 
(totale interne Reflexions-Fluoreszenz, TIRF). Dabei wird von der Tatsache Gebrauch 
gemacht, dass das elektromagnetische Feld des totalreflektierten Lichtstrahls sich bis in das 
optisch dunnere Medium hinein erstreckt und dort in der Lage ist, fluoreszierende Molekule 
anzuregen. Die Eindringtiefe dieses sog. evaneszenten Felds hangt von der Wellenlange und 
dem Reflexionswinkel ab und betragt tiblicherweise einige hundert Nanometer. Damit ist es 
moglich, unmittelbar in der Nahe der Grenzflache befindliche Fluorophore von weiter 
entfernten zu unterscheiden. Ein fiir Totalreflexion ausreichend flacher Winkel im Substrat 
kann entweder dadurch erreicht werden, dass der anregende Lichtstrahl seitlich in das 
Tragersubstrat eingekoppelt wird, Oder dadurch, dass unter Zuhilfenahme spezieller 
Immersions-Objektive mit auBerordentlich hoher numerischer Apertur Licht unter einem 
Winkel durch das Objektiv geschickt wird, welcher groBer ist als der Grenzwinkel der 
Totalreflexion. 



Gewohnlich dienen Laser als Lichtquellen fiir die TIR-Auflichtfluoreszenz. Es wird dabei ein 
beugungslimitierter Laserfokus in die riickwartige Brennebene eines dafiir geeigneten, 
25 hochaperturigen Objektivs projiziert. Beim Durchtritt durch das Objektiv wird das Laserlicht 
kollimiert, wobei die genaue Fokus-Position in der Objektivpupille den Einstrahlwinkel auf der 
Probe vorgibt, und zwar nach der Gleichung: 



sin a = r / (n f) 




r: Abstand des Laserfokus von der optischen Achse; 
n: Brechungsindex des Substrats bzw. des Immersionsmediums; 
f: Brennweite des Objektivs 

Um den Laserfokus in die gewiinschte Fokusposition in der Objektivpupille zu bringen, wird 
das Laserlicht iiblicherweise mittels eines Strahlteilers in die Objektivpupille eingekoppelt. Falls 
die Justage des Laserstrahls auf dem Strahteiler fehlerhaft ist, kann Laserlicht in Bereiche der 
Objektivpupille gelangen, die nicht zur Totalreflektion fiihren. 

Die Wahl eines Lasers als bevorzugte Lichtquelle bei der TIR-Auflichtfluoreszenz resultiert aus 
der geringen Beleuchtungstiefe der TIR-Anordnung. Es werden gewohnlich nur wenige 
Fluorophore angeregt, weswegen die resultierenden Signale haufig sehr schwach sind. Wo die 
Detektor-Empfindlichkeit nicht mehr gesteigert werden kann, muss deshalb im Interesse eines 
guten Signal-Rauschverhaltnisses die Anregungsenergie gesteigert werden. Daftir werden 
Laser eingesetzt, die einer hohen Laserschutzklasse angehoren. Bei solchen Lasern kann es 
schon bei kleinsten Veranderungen an der Strahljustage zu einer massiven Gefahrdung des 
Experimentators kommen kann. Dies gilt vor allem dann, wenn der Grenzwinkel der 
Totalreflexion unterschritten wird und der Laserstrahl dann ungehindert (und unter einem sehr 
flachen Winkel) aus der Probe austritt und ins Auge des Experimentators gelangen kann. 

Aus der US 2002/0097489 A1 ist eine Vorrichtung gemafi dem Oberbegriff von Anspruch 16 
bekannt, wobei fur die TIR-Beleuchtung ausschlieBlich WeilMicht verwendet wird, welches 
eine ringformige Blende durchlauft, bevor es uber einen separaten Strahlteiler mittels Reflexion 
in des Objektiv eingekoppelt wird. Die Einkoppelung von normalem Auflicht bzw. die 
Auskoppelung des von der Probe emittierten Lichts erfolgt ebenfalls uber diesen Strahlteiler 
oder iiber einen zusatzlichen Strahlteiler. Nachteilig ist der relativ komplizierte Aufbau. 

Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfmdung, eine TIR-Mikroskopievorrichtung mit einem 
Einkoppelelement fur Licht zur TIR-Beleuchtung und gleichzeitig fur Licht aus einer anderen 
Lichtquelle zur Auflichtbeleuchtung zu schaffen, welche einen wirksamen Schutz gegen 
Fehlbedienung bei der Justage bietet und auch insbesondere flir die Verwendung von Lasern 
mit hoher Ausgangsleistung geeignet ist sowie besonders einfach aufgebaut ist. 
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Diese Aufgabe wird durch eine TIR-Mikroskopievorrichtung gemaB Anspruch 1 bzw. 16 
gelost. Hierbei ist vorteilhaft, dass Laserlichtstrahlen, die unter Bedingungen eingekoppelt 
werden, die nicht zu TIR fuhren - und somit nahezu ungedampft aus der Probe austreten 
konnten - bereits durch das Einkoppelelement ausgeblendet werden. Ferner ist der einfache 
5 Aufbau vorteilhaft, wobei das Einkoppelelement nicht nur zum Einkoppeln des TIR- 

Anregungslichts sondern zugleich zum Einkoppeln von normalem Auflicht und/oder zum 
Auskoppeln von Emissionslicht von der Probe dient. Dadurch kann gleichzeitig eine andere 
wesentliche Anforderung an praxisnahe TIRF-Systeme erfiillt werden: es kann die Moglichkeit 
realisiert werden, die durch TIRF-Verfahren gewonnene Information durch klassische 
10| Auflichtverfahren zu erganzen, indem die Probe entweder gleichzeitig oder kurz nach der 
W Beleuchtung mit Licht zur TERF-Anregung mit normalem Auflicht beleuchtet wird. 

Bevorzugte Ausgestaltungen der Erfmdung ergeben sich aus den Unteranspriichen. 

Im folgenden wird die Erfmdung anhand der beigefiigten Zeichnungen naher erlautert. Dabei 
zeigen: 

15 Fig.l schematisch eine Aufsicht einer Ausfuhrungsform der Erfmdung mit einem 

Mikroskopobjektiv und einem Einkoppelelement in der Brennebene des Mikroskopobjektivs; 

Fig. 2 eine Aufsicht einer weiteren Ausfuhrungsform mit einem Einkoppelelement in einer zur 
Brennebene konjugierten Ebene; 

Fig. 3 eine Frontalansicht einer scheibenformigen Ausfuhrungsform eines Einkoppelelements 
fur Laserlicht; 

Fig. 4 Frontalansicht einer scheibenformigen Ausfuhrungsform eines Einkoppelelements fur 
nichtkoharentes Licht; und 

Fig. 5 eine Seitenansicht einer Ausfuhrungsform eines Einkoppelelements fur nichtkoharentes 
Licht in Form eine abgeschnittenen Konus. 

25 Fig. 1 zeigt schematisch ein Mikroskopobjektiv 10, welches auf eine Probe 12 gerichtet ist. Die 
Probe ist auf ein transparentes Substrat 14 (zumeist Glas) aufgebracht. Zwischen dem Substrat 
und dem Mikroskopobjektiv befindet sich ein Immersionsmedium 16. In der 
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probenabgewandten Brennebene des Mikroskopobjektivs befindet sich ein Einkoppelelement 
24. 

Bei der gezeigten Anordnung handelt sich um eine Anordnung zur Totalen Internen Reflexions 
(TIR)-Mikroskopie, bei der die TER-Beleuchtung mit Anregungsstrahlen 19 erfolgt, die durch 
das Mikroskopobjektiv 10 auf die Probe 12 abgebildet werden. Als TIR-Grenzflache kommt 
dabei dpr Ubergang vom Substrat 14, dessen Brechungsindex gleich dem des 
Immersionsmediums 16 ist und gewohnlich ca. 1,5 betragt, zur Probe 12 in Frage. Bei 
biologischen Proben ist letzteres zumeist waBriger Natur und besitzt einen Brechungsindex von 
1,33 - 1,36. Der damit einhergehende Grenzwinkel der Totalrefl exion betragt 62,5 - 65°. 

Die einfallenden Strahlen 19 fur die TIR-Beleuchtung werden in einen ersten, TIR- 
Beleuchtungslicht transmittierenden, streifenformig ausgebildeten Bereich 20 des 
Einkoppelelements 24 in einen Fokus 18 abgebildet und durchlaufen anschlieBend das 
Mirkroskopobjektiv 10, welches sie als parallelen Strahl in Richtung Substrat 14 verlassen. Der 
Einstrahlwinkel 0 zwischen diesem Strahl und der Objektivachse 15 ist hierbei durch den 
Abstand des Fokus 18 in der Objektivbrennebene in radialer Richtung von der optischen Achse 
15 vorgegeben. Je groBer der Abstand zur Achse 15 ist, umso groBer ist der Einstrahlwinkel. 

Der fur das Laserlicht durchlassige Bereich 20 des Einkoppelelements 24 ist nun hinsichtlich 
seiner Begrenzungen so gewahlt, dass nur Laserlicht transmittiert werden kann, welches 
aufgrund des radialen Abstandes von der optische Achse unter Winkeln, bei welchen TIR 
stattfindet, auf das Substrat gelangen kann. Dabei ist vorteilhaft, dass auf diese Weise 
sichergestellt ist, dass kein Laserlicht die Probe durchstrahlen und das Signal-Rauschverhaltnis 
der Messung oder den Experimentator gefahrden kann. 

Das Einkoppelelement 24 ist entlang einer Achse, die durch den Bereich 20 und einen weiteren 
Bereich 22 geht, bezuglich des optischen Achse 15 gekippt (der projizierte Umriss des 
Einkoppelelements ist mit der Linie 29 angedeutet). Wenn der zweite, innere Bereich 25 des 
Einkoppelelements fur das gewahlte Auflicht reflektierend ist, kann damit die 
Auflichtbeleuchtung entlang einer Achse senkrecht zur Bildebene von Fig. 1 erfolgen. Auch 
eine umgekehrte Version (Laserlicht fur TIR wird reflektiert und klassische 

Auflichtbeleuchtung wird transmittiert) kann realisiert werden. 
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Es versteht sich, dass der zweite Bereich 25 in analoger Weise auch zum Auskoppeln des von 
der Probe 12 aufgrund der TIR-Beleuchtung emittierten Lichts verwendet werden kann. Dabei 
ist der zweite Bereich 25 fur das Emissionslicht reflektierend. 

Total reflektiertes Laserlicht 21 wird durch den Bereich 22 zuriickgefuhrt. 

5 Bei der Ausfuhrungsform gemal3 Fig. 2 befindet sich ein Einkoppelelement 124 in einer zur 
objektabgewandten Objektivbrennebene eines Mikroskopobjektivs 10 konjugierten Ebene. 
Dort konnen (wie auch in der objektabgewandten Objektivbrennebene selbst) unterschiedliche 
Beleuchtungsstrahlengange, solange sie dort keine raumliche Uberlappung besitzen, ohne 
Verwendung von Strahlteilerplattchen miteinander kombiniert werden, indem das 
Einkoppelelement mit einer selektiven Verspiegelung versehen wird. In der gezeigten 
Ausfuhrungsform ist einfallendes Laserlicht zur TIR-Beleuchtung 119 auf einen ersten Bereich 
120 des Einkoppelelements 124 fokussiert, der fur die TIR-Beleuchtung transparent ist. Mit 
zwei Linsen 123 und 127 wird der so entstandene Fokus 118 auf die probenabgewendete 
Brennebene des Mikroskopobjektivs in einen Fokus 126 abgebildet. Der weitere Strahlverlauf 
15 ist identisch zu dem in Fig. 1 gezeigten. Der reflektierende zweite Bereich ist mit 125 
bezeichnet. 

Weiterhin sind in Fig. 2 zwei Detektoren 6 und 8 schematisch gezeigt. Mit dem Detektor 6 
kann ein Signal gemessen werden, welches proportional zur Leistung der TIR-Beleuchtung 
119 ist, und mit dem Detektor 8 kann entsprechend die Leistung des total reflektierten Lichts 
0 121 bestimmt werden, welches in den Bereich 122 abgebildet wird. Die Auskoppelung des zu 

messenden Lichts erfolt z.B. fiber einen Strahlteiler 140. Verlasst nun das Verhaltnis der beiden 
Lichtleistungen einen defmierten Arbeitsbereich, d.h. wird durch Fehljustage der Bereich der 
TIR verlassen, so reduziert eine nicht gezeigte Schutzabschaltungseinrichtung die 
Laserintensitat entsprechend, um Gefahrdungen auszuschlie!3en. 

25 Fig. 3 zeigt eine Ausfuhrungsform eines Einkoppelelements fur Laserlicht einer TIR- 
Beleuchtung in einer Frontalansicht. Ein das TIR-Beleuchtungslicht transmittierender, erster 
Bereich beschrankt sich auf zwei schlitzartig ausgebildete Streifen 222 und 220 in den 
AuBenbereichen mit NA > 1,35. Auf den Streifen 220 wird das Laserlicht zur Beleuchtung der 
Probe fokussiert. Durch den Streifen 222 wird an der Probe totalreflektiertes Licht 
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zuruckgefuhrt. Dieses Einkoppelelement wird enstsprechend dem Einkoppelelement 124 aus 
Fig. 2 verkippt in den Strahlengang eingebaut. Ein das Auflicht reflektierender zweiter Bereich 
umfasst eine innere Ellipse 225, deren kleinerer Durchmesser der durch das Auflicht nutzbaren 
numerischen Apertur des Objektivs entspricht und deren groBerer Durchmesser der projizierten 
(durch den Cosinus des Verkippungswinkels dividierten) nutzbaren numerischen Apertur des 
Objektivs entspricht. Bei wassrigen Medien entspricht das dem Bereich zwischen NA = 0 und 
NA = 1 '3 5 . Zur leichteren Justage und Zentrierung kann es vorteilhaft sein, auch noch eine 
Offnung 226 des inneren Kreises transparent auszulegen, was wegen der geringen 
erforderlichen Flachen fur die Lichtausbeute des normalen Auflichtstrahls keine Rolle spielt. 

Die bisher beschriebene Variante eines Einkoppelelements eignet sich vor allem fur die 
Verwendung von Lasern zur TIRF Anregung. Will man die Flexibilitat einer inkoharenten 
Lichtquelle nutzen, die nicht auf einige wenige Laserlinien beschrankt ist, steht man zumeist 
vor einem Intensitatsproblem. Dies erfordert die Nutzung nicht nur eines einzelnen 
Beleuchtungsstrahls, sondern einer Strahlenschar, die alle einen Winkel groBer dem der 
Totalrefl exion aufweisen. Der geometrische Ort, den alle „nutzbaren“ Strahlen zu durchlaufen 
haben, ist ein Kreisring in der Objektivpupille, dessen innerer Radius r g dem Grenzwinkel der 
Totalreflexion, und dessen auBerer Radius r c dem Maximalwinkel des Objektivs (d.h. seiner 
NA) entspricht. 

Fig. 4 zeigt eine scheibenformige Ausfuhrungform eines Einkoppelelement fur nichtkoharentes 
Licht. Ein erster Bereich, der fur das Licht der TIR-Beleuchtung transparent ist, beschrankt 
sich hier auf einen Ring 322 in den AuBenbereichen mit NA > 1,35. Auf den Ring wird das 
Licht zur Beleuchtung fokussiert. Ein zweiter Bereich, der fur das Licht eine 
Auflichtbeleuchtung reflektieren ist, umfasst eine innere Ellipse 325, welcher der Projektion 
der durch Auflicht nutzbaren numerischen Apertur des Objektivs entspricht. 

Fig. 5 zeigt eine alternative Ausfuhrungsform eines Einkoppelelements fur nichtkoharentes 
Licht. Es handelt sich um einen Volumenkorper 40 in Form eines Kegels, dessen Mantel einen 
Winkel (3 zur Grundflache einnimmt und dessen Spitze in einem Winkel y zur Grundflache 
abgeschnitten ist. Licht 42 zur TIR-Beleuchtung wird durch die kreisformige, verspiegelte 
Grundflache 44 daran gehindert, die Probe unter Winkeln kleiner als der Grenzwinkel der 




Totalreflexion zu erreichen. Die elliptisch geformte Schnittflache 46 ist ebenfalls verspiegelt, 
um ein einfallendes Licht zur Auflichtbeleuchtung 48 entlang der Beleuchtungsschar 50 in ein 
Mikroskopobjektiv 10 einkoppeln zu konnen. 

Obwohl eine Verkippung des Einkoppelelements 24, 124 beziiglich der optischen Achse 
bevorzugt wird, ist dies nicht zwingend erforderlich. So konnte stattdessen das 
Einkoppelelement so ausgebildet sein, dass die Transmission des zweiten Bereichs dergestalt 
wellenlangenabhangig ist, dass das Licht fur die TIR-Beleuchtung nicht transmittiert wird, 
jeodch das Licht fur die Auflichtbeleuchtung bzw. das von der Probe emittierte Licht 
transmittiert wird. 
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Anspriiche 

1. Vorrichtung fur Totale Interne Reflexions-Mikroskopie (TIR) einer Probe, wobei in der 

probenabgewandten Brennebene eines Mikroskopobjektivs (10) oder in einer hierzu 
konjugierten Ebene ein Einkoppelelement (24, 1 24) vorgesehen ist, welches einen ersten 
Bereich (20, 120, 220, 322) aufweist, von dem Licht zum Beleuchten des Objektivs fur 
eine TIR-Beleuchtung der Probe ausgeht, wobei der Abstand der bezuglich der optischen 
Achse (15) des Objektivs innenliegenden Begrenzung des ersten Bereichs von der 
optischen Achse des Objektivs so gewahlt ist, dass das von dem ersten Bereich in das 
Objektiv ausgehende Licht von dem Objektiv unter Winkeln auf die Probe (12) 
abgebildet wird, die zur Totalreflektion dieses Lichts fiihren, dadurch gekennzeichnet, 
dass das Einkoppelelement (24, 124) einen zweiten Bereich (25, 125, 225, 325) aufweist, 
welcher von dem ersten Bereich raumlich getrennt und ohne Uberlapp mit diesem ist und 
ausgebildet ist, um von der Probe (12) emittiertes Licht, welches den 
Anregungsstrahlengang in umgekehrter Richtung durchlauft, aus dem 

Anregungsstrahlengang auszukoppeln und/oder um Licht fur eine Auflichtbeleuchtung 
der Probe in das Objektiv (10) einzukoppeln. 

2. Vorrichtung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Licht fur 
die TIR-Beleuchtung des Probe (12) um Laserlicht handelt. 




3. 



Vorrichtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (20, 
120, 220, 322) fur das Laserlicht durchlassig ist. 



4. Vorrichtung gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der zweite Bereich (25, 
225, 325) fur von der Probe emittiertes Licht und/oder fur Licht zum Beleuchten des 
Objektivs (10) fur eine Auflichtbeleuchtung der Probe (12) reflektierend ist. 



5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (20, 
120, 220) als Offnung in einer reflektierenden Scheibe ausgebildet ist. 

6. Vorrichtung gemaB Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (20, 
120, 220, 322) fur Laserlicht zum Beleuchten des Objektivs (10) fur eine TIR- 
Beleuchtung der Probe (12) reflektierend ist. 
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7. Vorrichtung gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das Einkoppelelement 
(24, 124) auBerhalb des ersten Bereichs (20, 120, 220, 322) fur Laserlicht zum 
Beleuchten des Objektivs fur eine TIR-Beleuchtung der Probe (12) durchlassig ist. 

8. Vorrichtung gemaB Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Einkoppelelement (24, 124) auBerhalb des ersten Bereichs (20, 120, 220, 322) fur von 
dep Probe emittiertes Licht und/oder fur Licht zum Beleuchten des Objektivs fur eine 
Auflichtbeleuchtung der Probe (12) durchlassig ist. 




Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Einkoppelelement (24, 124) schiefwinklig zu der probenabgewandten Brennebene 
des Objektivs (10) oder der hierzu konjugierten Ebene liegt. 



10. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der erste Bereich (20, 120, 220) als streifenformiger erster Abschnitt ausgebildet ist, der 
sich in radialer Richtung beziiglich der optischen Achse (15) des Objektivs (10) erstreckt. 



11. Vorrichtung gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass ein zweiter Abschnitt 
(22, 122, 222) vorgesehen ist, der beziiglich der optischen Achse (15) des Objektivs (10) 
punktsymmetrisch zu dem ersten Abschnitt (20, 120, 220) angeordnet ist, um mittels des 
ersten Abschnitts zur Probe gebrachtes und dort total-reflektiertes Laserlicht (21, 121) 
durchzulassen bzw. zu reflektieren. 




12. Vorrichtung gemaB Anspruch 11, sofern auf Anspruch 9 zuriickbezogen, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Einkoppelelement (24, 124) um eine Achse, die durch die Mitte 
der beiden Streifen geht, gekippt ist und schiefwinklig zu der probenabgewandten 
Brennebene des Objektivs (10) oder der hierzu konjugierten Ebene steht. 



13. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Einkoppelelement (24, 124) die Form einer kreisformigen oder elliptischen Scheibe 
hat. 



14 . 



Vorrichtung gemaB Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (20, 
120, 22, 322) des Einkoppelelements (24, 124) sich in radialer Richtung nur tiber Radien 
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erstreckt, denen in der konjugierten Brennebene des Mikroskopobjektivs (10) eine 
numerische Apertur von groBer als 1,35 entspricht. 

15. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Zentrum des Einkoppelelements einen Abschnitt (226) aufweist, urn das Objektiv 
(10) mit TIR-Beleuchtungs-Laserlicht fur Justagezwecke zu beleuchten. 

Vorrichtung flir Totale Interne Reflexions (TIR)-Mikroskopie einer Probe, wobei in der 
probenabgewandten Brennebene eines Mikroskopobjektivs (10) oder in einer hierzu 
konjugierten Ebene ein Einkoppelelement (40) vorgesehen ist, dadurch 
gekennzeichnet, dass das Einkoppelelement einen ersten Bereich (44) aufweist, der fur 
Licht zum Beleuchten des Objektivs flir eine TIR-Beleuchtung der Probe undurchlassig 
ist, wobei der Abstand der auBeren Rands des ersten Bereichs von der optischen Achse 
(15) des Objektivs (10) so gewahlt ist, dass Licht, welches den ersten Bereich randseitig 
iiberstrahlt und in das Objektiv fallt, von dem Objektiv unter Winkeln auf die Probe 
abgebildet wird, die zur Totalreflektion dieses Lichts flihren, und wobei der erste Bereich 
ausgebildet ist, um von der Probe (12) emittiertes Licht, welches den 
Anregungsstrahlengang in umgekehrter Richtung durchlauft, aus dem 
Anregungsstrahlengang auszukoppeln und/oder um Licht flir eine Auflichtbeleuchtung 
der Probe in das Objektiv einzukoppeln. 

Vorrichtung gemaB Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (44) 
fur von der Probe emittiertes Licht und/oder fur Licht zum Beleuchten des Objektivs flir 
eine Auflichtbeleuchtung der Probe reflektierend ist. 

18. Vorrichtung gemaB Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich (44) 
von einer dem Licht zum Beleuchten des Objektivs (10) flir eine TIR-Beleuchtung der 
Probe (12) zugewandten ersten Flache (44) , die flir dieses Licht undurchlassig ist, und 
einer zu der ersten Flache unter einem Winkel angeordneten zweiten Flache (46) gebildet 
wird, die fur von der Probe emittiertes Licht und/oder flir Licht zum Beleuchten des 
Objektivs flir eine Auflichtbeleuchtung der Probe reflektierend ist. 
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19. Vorrichtung gemaB Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dass die erste Flache (44) als 
reflektierende kreisformige Flache ausgebildet ist und senkrecht zu dem Licht zum 
Beleuchten des Objektivs (10) flir eine TIR-Beleuchtung der Probe (12) steht. 

20. Vorrichtung gemaB Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass zweite Flache (46) als 
Schnittflache einer Ebene unter einem schiefen Winkel mit einem realen oder imainaren 
Konus ausgebildet ist, dessen Grundflache von ersten Flache (44) gebildet wird. 

21. Vorrichtung gemaB Anspruch 16 bis 20, dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtquelle 
flir die TIR-Beleuchtung eine nicht-koharente Lichtquelle ist. 

itei 22. Vorrichtung gemaB Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass der erste Bereich 

( ' 

ringformig ausgebildet ist. 

23. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
das auf das Einkoppelelement (12, 124) auftreffende Licht flir die TIR-Beleuchtung und 
das auf das Einkoppelelement auftreffende Licht flir die Auflichtbeleuchtung einen 
Winkel von etwa 90° bilden. 

Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
eine Einrichtung (6) zur Erfassung der Intensitat des das Objektiv (10) flir die TIR- 
Beleuchtung beleuchtende Lichts und eine Einrichtung (8) zur Erfassung der Intensitat 
des von der Probe total-reflektierten Lichts sowie eine Steuereinrichtung vorgesehen 
sind, wobei die Steuereinrichtung so ausgebildet ist, dass sie die Intensitat des Lichts flir 
die TIR-Beleuchtung unter einen vorbestimmten Grenzwert steuert, wenn das Verhaltnis 
der Intensitat des Lichts flir die TIR-Beleuchtung und der Intensitat des an der Probe 
total-reflektierten Lichts einen vorbestimmten Grenzwert iiberschreitet. 

25. Vorrichtung gemaB einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Vorrichtung flir eine Fluoreszenzbetrachtung der Probe ausgebildet ist. 





Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung fiir die Totale Interne Reflexions- 
Mikroskopie (TIR) einer Probe, wobei in der probenabgewandten Brennebene eines 
Mikroskopobjektivs (10) oder in einer hierzu konjugierten Ebene ein Einkoppelelement (24, 
124) vorgesehen ist, welches einen ersten Bereich (20, 120, 220, 322) aufweist, von dem Licht 
zum Beleuchten des Objektivs fur eine TIR-Beleuchtung der Probe ausgeht, wobei der 
Abstand der bezliglich der optischen Achse (15) des Objektivs innenliegenden Begrenzung des 
ersten Bereichs von der optischen Achse des Objektivs so gewahlt ist, dass das von dem ersten 
Bereich in das Objektiv ausgehende Licht von dem Objektiv unter Winkeln auf die Probe (12) 
abgebildet wird, die zur Totalreflektion dieses Lichts fiihren. Das Einkoppelelement (24, 124) 
weist dabei einen zweiten Bereich (25, 225, 325) auf, welcher von dem ersten Bereich raumlich 
getrennt und ohne Uberlapp mit diesem ist und ausgebildet ist, um von der Probe (12) 
emittiertes Licht, welches den Anregungsstrahlengang in umgekehrter Richtung durchlauft, aus 
dem Anregungsstrahlengang auszukoppeln und/oder um Licht fur eine Auflichtbeleuchtung der 
Probe in das Objektiv einzukoppeln. 




